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Dandanes odpornost mikroorganizmov na protibakterijske učinkovine in njihovo preživetje 
v obliki biofilma predstavljata dve veliki težavi na področju medicine in industrije. Zato 
velik pomen posvečamo raziskavam, s katerimi želimo odkriti nove bioaktivne spojine s 
protimikrobnim delovanjem, kot tudi s protiadhezivnim delovanjem za preprečevanje 
nastanka biofilma in njegovo odstranitev. Kot odličen vir novih bioaktivnih spojin s 
tovrstnim delovanjem so se v številnih raziskavah izkazale višje glive. Te se zaradi njihovih 
raznovrstnih učinkov že tisočletja uporabljajo v tradicionalni medicini, vseeno pa za zdaj 
veljajo še kot relativno neraziskan vir.  
Poleg testiranja različnega delovanja izvlečkov (npr. protibakterijsko delovanje) na bakterije 
je potrebno določiti tudi njihovo toksičnost na človeške celice in vitro, saj le tako lahko 
zagotovimo primernost za potencialno uporabo. V okviru diplomskega dela smo določili 
citotoksično delovanje vodnih izvlečkov sedmih višjih gliv na človeško celično linijo raka 
debelega črevesa Caco-2 in rezultate podali v obliki vrednosti IC50. Izvlečki so bili 
pridobljeni iz gliv leponogi goban (Caloboletus calopus), navadna ledenka (Pseudohydnum 
gelatinosum), žolčasti grenivec (Tylopilus felleus), žametasti goban (Boletus erythropus), 
rdeča mušnica (Amanita muscaria), poletni goban (Boletus reticulatus) in citronasta mušnica 
(Amanita citrina). Ugotovili smo, da so izvlečki gliv C. calopus, A. muscaria in A. citrina 
po merilih, podanih s strani NCI (ang. National Cancer Institute), ki citotoksično aktivnost 
surovih izvlečkov deli v štiri skupine, opredeljeni kot citotoksično neaktivni (IC50 > 501 
µg/mL); izvlečki gliv T. felleus, B. erythropus in B. reticulatus kot citotoksično slabo aktivni 
(IC50 201-500 µg/mL) in izvleček glive P. gelatinosum kot citotoksično zmerno aktiven 
(IC50 21-200 µg/mL). S temi ugotovitvami lahko izvlečke gliv C. calopus, A. muscaria in A. 
citrina opredelimo kot najprimernejše za nadaljnje raziskave in potencialno uporabo v 
klinični praksi. Zaradi testiranja gliv z različno užitnostjo smo pozornost namenili tudi 
tovrstni povezavi s citotoksičnim delovanjem in ugotovili, da omenjeni lastnosti med seboj 
nista povezani.  
 
Ključne besede: Caco-2, vodni izvlečki, višje glive, MTS, IC50  
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Nowadays, the resistance of microorganisms to antibacterial substances and their survival in 
the form of a biofilm pose two major problems in medicine and industry. Therefore, great 
importance is devoted to research in which we aim to discover new bioactive compounds 
with antimicrobial activity, as well as anti-adhesive activity to prevent the formation of 
biofilm and enable its removal. In many studies, higher fungi have proven to be an excellent 
source of new bioactive compounds with this type of activity. Due to their various effects, 
they have been used in traditional medicine for thousands of years, yet they are still 
considered a relatively unexplored source. 
In addition to testing the different effects of the extracts (e. g. antibacterial effect) on bacteria, 
it is also necessary to determine their toxicity to human cells in vitro, to ensure suitability 
for potential use. In our research, we determined the cytotoxic effect of aqueous extracts of 
seven higher fungi on the human colon cancer cell line Caco-2 and presented the results as 
IC50 values. Extracts were obtained from the fungi Caloboletus calopus, Pseudohydnum 
gelatinosum, Tylopilus felleus, Boletus erythropus, Amanita muscaria, and Amanita citrina. 
According to the criteria given by the NCI (National Cancer Institute), which divides the 
cytotoxic activity of crude extracts into four groups, we determined that the extracts of C. 
calopus, A. muscaria and A. citrina are inactive (IC50> 501 µg/mL); extracts of T. felleus, B. 
erythropus and B. reticulatus are weakly active (IC50 201-500 µg/mL) and extract of P. 
gelatinosum is moderately active (IC50 21-200 µg/mL). With these findings, extracts of the 
fungi C. calopus, A. muscaria and A. citrina can be suggested as the most suitable for further 
research and potential clinical use. Due to the different edibility of the tested fungi, we also 
took in consideration this type of association with cytotoxic activity and found that these 
attributes do not relate to each other. 
 
Key words: Caco-2, water extracts, higher fungi, antimicrobial, MTS, IC50  
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SEZNAM OKRAJŠAV  
A  absorbanca 
DMEM Eagleovo gojišče, prilagojeno po Dulbeccu  
DMSO dimetil sulfoksid 
EDTA etilendiaminotetraocetna kislina 
E/x x-kratna redčitev izvlečka 
FBS fetalni goveji serum 
FES fenazin etosulfat 
IC50   koncentracija izvlečka, ki povzroči smrt 50% celic 
MTS 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)- 
 2H-tetrazolijeva sol 
NADH nikotinamid adenin dinukleotid  
NADPH nikotinamid adenin dinukleotid fosfat  
NCI Nacionalni inštitut za rakava obolenja (ang. National Cancer 
 Institute) 
PBS fosfatni pufer z NaCl 
P/S penicilin/streptomicin 
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V zadnjem času se soočamo z veliko težavo odpornosti bakterij na protibakterijske 
učinkovine, zato sta raziskovanje in razvoj novih zdravilnih učinkovin ter pristopov 
zdravljenja ključnega pomena. Zaskrbljenost nam prav tako povzroča preživetje patogenih 
mikroorganizmov v obliki biofilma. Ta predstavlja obstojen vir kontaminacije in 
mikroorganizmom zagotavlja odpornost ter večjo sposobnost preživetja, kar vodi v 
neučinkovitost obstoječih protimikrobnih sredstev in posledično večjo umrljivost pacientov. 
Problematika izhaja tako iz medicinskega področja, kjer zaradi kolonizacije 
mikroorganizmov na najrazličnejše medicinske pripomočke prihaja do vedno večjega 
ogrožanja pacientov tako za lokalne, kot sistemske težave; in tudi iz področja prehrambne 
industrije ter ostalih. [1, 2, 3] 
 
Eden izmed zelo obetavnih virov novih bioaktivnih spojin, ki še vedno velja za relativno 
neraziskanega in se zadnje čase vedno bolj proučuje, so višje glive oz. gobe. Te se že 
tisočletja uporabljajo v tradicionalni medicini z namenom protibakterijskega, protivirusnega, 
protiglivičnega, protiparazitskega, razstrupljevalnega, imunomodulatornega, 
protitumorskega, antioksidantnega, protivnetnega, kardiovaskularnega, protihiperlipidnega, 
protihiperholesterolnega in protidiabetičnega delovanja. Gobe imajo velik pomen tudi v 
prehrani, v kateri veljajo za zelo cenjen vir hranil. Pogosto se uporabljajo kot nadomestek 
mesa, saj vsebujejo velik delež proteinov (15–35% suhe mase), poleg tega pa tudi veliko 
vlaknin, vitaminov in mineralov ter relativno nizek delež maščob (<5% suhe mase). [1, 4] 
 
1.1. GLIVE 
Glive zaradi svoje edinstvenosti uvrščamo v posebno kraljestvo, imenovano kraljestvo gliv 
ali Fungi. Delimo jih v dve glavni skupini: glive sluzavke (Myxomycota) in prave glive 
(Eumycota), pri katerih poznamo nižje in višje glive, med katere uvrščamo tudi tako 
imenovane »gobe«. [7, 8, 9, 10] 
 
Gobe delimo na dve glavni skupini: zaprtotrosnice (Ascomycotina) in prostotrosnice 
(Basidomycotina), ki se med seboj razlikujeta po načinu tvorjenja trosov oz. spor, skupno 
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obema pa je tvorba plodišča oz. trosnjakov, ki so lahko vidni s prostim očesom. Za 
zaprtotrosnice je značilno nastajanje trosov v majhnih vrečkah imenovanih ask, za 
prostotrosnice pa nastanek na strukturah imenovanih bazidij. [7, 8, 9, 10] 
 
Vegetativno telo gobe je sestavljeno iz tankih nitk imenovanih hife, ki so med seboj 
prepletene v večji micelij ali podgobje. Iz njega se ob ugodnih razmerah (temperatura, 
vlažnost, zadostna količina hranilnih snovi) razvije trosnjak, ki je sestavljen iz treh glavnih 
delov: klobuka, beta in trosovnice, v kateri nastajajo trosi, ki so odgovorni za nadaljnje 
razmnoževanje gob. [7, 10] 
 
Gobe so heterotrofni organizmi, kar pomeni, da si same ne izdelujejo hrane in le-to dobijo 
iz okolja. Prehranjujejo se lahko kot sožiteljice ali simbionti (mikorizne gobe), kot 
gniloživke ali saprofiti in kot zajedalke ali paraziti. Sožiteljice živijo v obojestransko 
koristnem sožitju s partnerjem, ki je največkrat drevo ali trava. Gre za spajanje podgobja s 
koreninami rastlin, iz katerih goba črpa organske snovi, ki jih potrebuje za rast, rastlini pa 
obenem daje rudnine in vodo. Posebna oblika sožiteljic so lišaji, pri katerih gre za sožitje 
med vrstami gliv in vrstami alg. Lišaj večino hranil vsrkava iz zraka, alge pa iz njih s 
fotosintezo izdelajo vso potrebno hrano. Ker v lišaje iz zraka pridejo tudi strupene snovi, so 
ti odlični za ugotavljanje kakovosti zraka. Gniloživke se prehranjujejo z odmrlimi 
organskimi snovmi (ostanki rastlin, živali ali drugih gliv), ki jih razkrajajo s pomočjo 
različnih encimov. Zajedalke se prehranjujejo z drugimi živimi bitji (predvsem z rastlinami, 
lahko pa tudi z živalmi ali celo glivami) in nazadnje povzročijo tudi njihov propad. Ko živo 
bitje uničijo, se te glive hranijo z razkrajanjem odmrlih organskih snovi (podobno kot 
gniloživke). [6, 7, 14] 
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1.1.1. Leponogi goban (Caloboletus calopus) 






Leponogi goban spada v družino cevark (Preglednica I). Ena njihovih glavnih značilnosti je 
trosovnica iz tankih cevk, ki se navzven odpirajo z okroglimi ali oglatimi luknjicami oz. 
sporami. Pri leponogem gobanu so te cevke najprej rumene, pri zrelih gobah zelene, ob 
dotiku pa se obarvajo zeleno modro. Trosni prah je olivno zelene barve. Sam klobuk ima 
sivo-rjavo barvo in premer od 5 do 20 cm. Glavni prepoznavni znak te gobe je njen bet. Ta 
je pri vrhu rumen, drugače pa prekrit z živo rdečo mrežico, visok od 7 do 15 cm in debel od 
3 do 6 cm (Slika 1). Meso je belo ali rahlo rumenkasto in na prerezu postane modro-zeleno. 
Goba ima vonj po kislem in je zelo grenkega okusa, ki ostane tudi po kuhanju. Je neužitna 
in surova tudi strupena. Strupenost lahko ostane tudi pri prekuhanih gobah in povzroča 
gastrointestinalni sindrom oz. zastrupitev prebavil. Leponogi goban je zelo pogost v naših 
listnatih in mešanih gozdovih, kjer živi v mikorizi predvsem z bukvijo ali smreko. Raste od 
poletja do pozne jeseni. [6, 7, 8, 13] 
 
1.1.2. Navadna ledenka (Pseudohydnum gelatinosum) 












DRUŽINA incertae sedis   
ROD Pseudohydnum 
VRSTA P. gelatinosum 
Slika 1: Leponogi goban [16] 
Slika 2: Navadna ledenka [18] 
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Navadna ledenka (Preglednica II) je gniloživka, ki jo najdemo predvsem na razpadajočem 
lesu iglavcev (zlasti na borovih štorih) vse od poznega poletja do pozne jeseni. Ima neizrazit 
vonj in prijeten okus ter je užitna tudi surova. Njen klobuk je bele ali rjave barve in ima 
želatinast videz (Slika 2). Širok je od 1 do 8 cm in ima nepravilno pahljačasto ali školjkasto 
obliko. Površina je nekoliko hrapava, spodnja stran, kjer je trosovnica, pa je bela in 
bodičasta. Trosni prah je bele barve. Bet je stranski, kratek (od 0,5 do 3 cm) in debel ter ga 
včasih celo ni. Klobučki so priraščeni stransko in nanizani drug nad drugim. Meso navadne 
ledenke je prosojno belo z modro-zelenim odsevom. Zanj je značilna predvsem želatinasto 
vodena struktura. [6, 7, 8, 13] 
1.1.3. Žolčasti grenivec (Tylopilus felleus) 








Ena najznačilnejših lastnosti žolčastega grenivca (Preglednica III) je njegov izredno grenek 
okus, po katerem je dobil tudi ime. Je neužitna goba in lahko povzroči zastrupitev. Živi v 
mikorizi z iglavci in listavci (predvsem z bori, smrekami in hrasti) in je najbolj razširjen v 
severnem zmerno toplem pasu. Raste od zgodnjega poletja do pozne jeseni in ima prijeten 
vonj. Njegov klobuk je rjavkaste barve, ima premer od 5 do 12 cm in je zelo mesnat (Slika 
3). Luknjice trosovnice, ki so na spodnji strani klobuka, so sprva bele, z dozorevanjem trosov 
pa postanejo rožnate barve. Trosni prah je roza. Bet je rjavkast in prekrit s prepoznavno 
temno mrežico. Njegova višina sega vse od 5 do 14 cm, premer pa od 2 do 4 cm. Samo meso 
je belo-rumenkasto, ob prerezu pa postane rožnato. Žolčasti grenivec v njegovi mladosti 
zaradi bele trosovnice velikokrat zamenjujejo s poletnim gobanom. Glavna razlika med 
njima je grenek okus žolčastega grenivca in kasneje tudi rožnata trosovnica, blazinast klobuk 








VRSTA T. felleus Slika 3: Žolčasti grenivec [20] 
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1.1.4. Žametasti goban (Boletus erythropus) 






Žametasti goban (Preglednica IV) je pogojno užitna goba. Surova je strupena, užitna pa je 
v primeru dobrega prekuhavanja. Ima prijeten okus in neizrazit vonj. Pogostejši je v višjih 
legah, kjer prevladuje smreka, v nižinah pa ga najdemo predvsem pod bukvami in smrekami. 
Živi kot sožitelj in raste od poletja do jeseni. Njegov klobuk je rdeče-rjav do temno rjav in 
ima značilno žametasto površino ter premer od 5 do 20 cm (Slika 4). Ker spada v družino 
cevark je njegova trosovnica zgrajena iz cevk. Te so sprva rumene, nato pa olivno zelene 
barve. Luknjice trosovnice so oranžno rdeče barve in pod pritiskom postanejo modro ali 
zelenkasto obarvane. Trosni prah je olivno rjav. Ena glavnih značilnosti žametastega gobana 
je njegov citronasto rumen bet, pokrit z drobnimi rdečimi pikami. Ima premer od 2 do 6 cm 
in višino od 5 do 15 cm. Meso gobe je citronasto rumeno in na prerezu v trenutku močno 
pomodri ter za tem kmalu preide v sivo moder odtenek. [7, 8, 12] 
 
1.1.5. Rdeča mušnica (Amanita muscaria) 





















VRSTA A. muscaria 
Slika 4: Žametasti goban [22] 
Slika 5: Rdeča mušnica [24] 
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 
Vpliv vodnih izvlečkov višjih gliv na živost celične linije caco-2 
6 
 
Rdeča mušnica spada v družino mušničark (Preglednica V), za katere je značilen širok 
klobuk in vitek bet. Klobuk je pogosto okrašen z ostanki ovojnice (velum universale), ki se 
kažejo v obliki krpic ali lusk (Slika 5). Bet ima obroček ali zastiralce, ki čez čas lahko izgine, 
trosovnica pa je zgrajena iz lističev, ki so prosti in niso pritrjeni na bet. Rdeča mušnica je 
mikorizna goba. Najdemo jo v iglastih in listnatih gozdovih od poletja do pozne jeseni. Pri 
nas je zelo pogosta in razširjena. Je strupena goba, vendar običajno ni smrtno nevarna. 
Vsebuje dva alkaloida: muskarin in muskaridin. Muskarin je tako imenovani »živčni strup«, 
saj deluje na centralni živčni sistem, muskaridin pa povzroča hude prebavne motnje. Poleg 
teh dveh alkaloidov rdeča mušnica vsebuje še bufotenin, ki je halucinogena snov. Za rdečo 
mušnico je najbolj značilen škrlatno rdeč do živo oranžen klobuk s premerom od 8 do 20 
cm. Ima bleščečo kožico, ki je na površini prekrita z belimi krpicami, katere lahko dež 
sčasoma tudi izpere. Lističi so beli, gosti in prosti ob betu. Trosni prah je bele barve. Bet je 
bel, visok od 10 do 25 cm in širok od 1 do 2,5 cm (spodnji del nekoliko zadebeljen) ter ima 
na zgornjem delu kožast obroček. Meso je belo in brez posebnega vonja ter okusa. [6, 7, 8, 
11] 
 
1.1.6. Poletni goban (Boletus reticulatus) 








Poletni goban (Preglednica VI) velja za eno najokusnejših gob. Je užiten in pri nas zelo 
pogost. Najdemo ga večinoma v listnatih gozdovih, kjer raste v sožitju predvsem s hrasti, 
bukvami, gabri in kostanji. Sama goba ima prijeten vonj in okus po orehih. Najdemo jo od 
pozne pomladi pa vse do jeseni in se med gobani pojavi prva. Poletni goban ima klobuk 
svetlo rjave barve in žametastega videza (Slika 6). Na površini ima nelupljivo kožico, ki v 







VRSTA B. reticulatus Slika 6: Poletni goban [26] 
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so na začetku bele, kasneje rumeno-zelene, trosni prah pa je rjave barve. Goba ima bel do 
svetlo rjav bet, prekrit z belo ali rjavo mrežico. Njegova višina sega od 6 do 15 cm in ima 
premer od 2 do 5 cm. Meso je belo in se na prerezu ne obarva. Je mehkejše kot pri drugih 
gobanih in hitro postane črvivo. [6, 7, 8, 11, 13] 
 
1.1.7. Citronasta mušnica (Amanita citrina) 








Citronasta mušnica (Preglednica VII) je pogojno užitna goba. Surova je strupena, vendar se 
s prekuhavanjem strup uniči. Njeno uživanje, zaradi slabega vonja in okusa, ni popularno. 
Najdemo jo v listnatih in iglastih gozdovih, kjer raste v sožitju predvsem z borom, hrastom, 
bukvijo in smreko. Pri nas je zelo razširjena in raste od poznega poletja pa vse do pozne 
jeseni. Citronasta mušnica ima klobuk rumene in včasih celo bele barve. Po vrhu je prekrit 
z belimi do rjavimi krpicami nepravilnih oblik in ima premer od 4 do 10 cm. Trosovnica je 
bela do rahlo rumena in je sestavljena iz gostih lističev, ki so ob betu prosti. Trosni prah je 
bele barve. Ena glavnih značilnosti te gobe je njen bet, ki je v spodnjem delu okroglasto 
odebeljen (Slika 7). Je belo do rumene barve in ima v zgornjem delu obroček. Višina sega 








VRSTA A. citrina Slika 7: Citronasta mušnica [28] 
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1.2. UPORABNOST VIŠJIH GLIV 
Višje glive so se zaradi svoje edinstvene presnovne aktivnosti in sestave že izkazale kot zelo 
uporabne na področju medicine in biotehnologije. Njihove bioaktivne snovi lahko razdelimo 
v tri glavne skupine: sekundarni presnovki, glikoproteini oziroma proteini in polisaharidi z 
visoko molekulsko maso. Polisaharidi veljajo za eno najbolj raziskanih skupin bioaktivnih 
molekul, pridobljenih iz gob, zadnje čase pa se vedno večja pozornost usmerja tudi na vodne 
proteinske izvlečke, saj so v gobah našli nove proteine z raznolikimi in doslej neznanimi 
biološkimi aktivnostmi. Mednje spadajo lektini, peptidaze in zaviralci peptidaz, encimi, ki 
razgrajujejo lignocelulozo, ribosom-inaktivirajoči proteini in hidrofobini. Ene izmed glavnih 
prednosti proteinov iz gob so njihova edinstvenost, toplotna in pH stabilnost ter varnost za 
uživanje (nekatere). Vodnim izvlečkom proteinov in proteinom, izoliranim iz gob, so že 
dokazali protibakterijsko, protiglivično, protivirusno, protiparazitsko, protitumorsko, 
imunomodulatorno, insekticidno in nematotoksično delovanje. [4] Klančnik in sod. so leta 
2017 poleg protimikrobnega dokazali tudi protiadhezivno delovanje, ki naj bi predstavljalo 
alternativno strategijo za omejitev številnih bolezni v njihovih zgodnjih fazah [1]. Alves in 
sod. pa so leta 2014 izvlečkom iz nekaterih višjih gliv dokazali zaviralni učinek na izdelavo 
biofilmov testiranih mikroorganizmov [3]. 
 
Kljub odličnim lastnostim vodnih izvlečkov iz višjih gliv, je dokaz njihovega 
protimikrobnega delovanja le prva faza. Pred samim začetkom uporabe je namreč izvlečkom 
potrebno preveriti in zagotoviti tudi njihovo varnost. To storimo s testiranjem njihovega 
citotoksičnega delovanja na človeške celice in vitro. [5] 
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1.3. CELIČNA LINIJA CACO-2 
Caco-2 (Slika 8) je kontinuirana epitelna celična linija, pridobljena iz debelega črevesa 
bolnika z rakom debelega črevesa. Predstavljajo jo adherentne heterogene celice, ki se ob 
gojenju, pri posebnih pogojih diferencirajo in polarizirajo tako, da njihov fenotip 
funkcionalno in morfološko spominja na enterocite, ki oblagajo tanko črevo. Zaradi te 
podobnosti, sposobnosti oblikovanja monoplasti in velike podobnosti v koeficientu 
propustnosti, je celična linija Caco-2 pogosto uporabljena za oceno črevesne absorpcije. 
Dandanes so na trgu dostopni tudi že vnaprej pripravljeni seti reagentov za določanje 
črevesne absorpcije in vitro, kot je CacoReady, s katerimi je zagotovljena še večja 
standardizacija in primerljivost podatkov med različnimi laboratoriji. Poleg ocene črevesne 
absorpcije se celična linija uporablja tudi za proučevanje in določanje transportnih poti 
(transcelularno/paracelularno, pasivno/aktivno), medsebojnih reakcij bioaktivnih molekul 
med samim transportom, kot tudi za proučevanje samega metabolizma snovi in določanje 
njihovega mehanizma ter učinkov na funkcijo črevesnega epitelija (npr. toksični učinek). 
[29, 30, 31, 32] 
 
 
Slika 8: Celična linija Caco-2 pri majhni in veliki gostoti celic [33] 
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2. NAMEN DELA  
Gobe predstavljajo enega od zelo obetavnih in hkrati relativno neraziskanih virov novih 
bioaktivnih snovi. Dva izmed mnogih dokazanih koristnih učinkov njihovih vodnih 
izvlečkov sta protimikrobno in protiadhezivno delovanje. Zaradi pojava različnih težav, kot 
sta odpornost mikroorganizmov na protibakterijske učinkovine in nastanek ter velika 
odpornost biofilmov, je na raziskovanju takega delovanja dandanes zelo velik poudarek. 
Poleg priprave samih izvlečkov in ugotovitve njihovega protimikrobnega ter 
protiadhezivnega delovanja, je potrebno določiti tudi njihovo toksičnost na človeške celice 
in vitro, saj le tako lahko zagotovimo primernost za potencialno uporabo v klinični praksi. 
Netoksične in najbolj obetavne izvlečke pa je na koncu potrebno še frakcionirati in določiti 
spojine, ki k njihovemu delovanju najbolj pripomorejo ter jih nenazadnje tudi identificirati. 
[4, 34] 
V diplomski nalogi bomo testirali vpliv vodnih izvlečkov sedmih gob na živost epitelne 
celične linije raka debelega črevesa Caco-2 po 24 urah delovanja izvlečka. Vsi izvlečki imajo 
potrjeno protimikrobno delovanje. Uporabili bomo kolorimetrični test MTS, ki meri 
metabolno aktivnost celic. Najprej bomo z uvodnim testom pri posameznem izvlečku 
določili razpon redčitev, ki jih bomo nato pri naslednjih testih MTS uporabili za določitev 
IC50. Na koncu bomo pregledali še morebitno povezavo med vrednostjo IC50 in užitnostjo 
gobe. 
  
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 
Vpliv vodnih izvlečkov višjih gliv na živost celične linije caco-2 
11 
 
3. MATERIALI IN METODE 
3.1. MATERIALI 
3.1.1. Laboratorijska oprema in pripomočki  
 
MATERIAL IME PROIZVAJALCA 
avtomatska večkanalna pipeta Biohit, Helsinki, Finska 
avtomatske pipete Biohit, Helsinki, Finska 
bralec mikrotitrskih plošč Tecan Safire2TM Tecan Group Ltd., Männedorf, Švica 
celični inkubator CB 210 Binder Binder, Tuttlingen, Nemčija 
centrifuga Heraeus Megafuge 16R Thermo Scientific, Rochester, NY, ZDA 
centrifugirke TPP, Trasadingen, Švica 
elektronska pipeta Biohit, Helsinki, Finska 
gojilna posoda s filtrom velikosti T75 TPP, Trasadingen, Švica 
hladilnik Gorenje, Ljubljana, Slovenija 
komora z laminarnim pretokom zraka PIO 
SMBC 183AV, PIO LFVP9 Iskra, Ljubljana, Slovenija 
krioviale TPP, Trasadingen, Švica 
mikroskop Nikon TMS-F Nikon, Tokyo, Japonska 
mikrotitrske plošče s 96 vdolbinicami TPP®  TPP, Trasadingen, Švica 
pipetor Accu-jet® Pro LLG-Labware, Meckenheim, Nemčija 
števna komora Tiefe Depth profandeur – 
Thomba Brand, Wertheim, Nemčija 
vibracijski mešalnik Vibromix 10 Domel, Železniki, Slovenija 
vodna kopel GFL, Burgwedel, Nemčija 
zamrzovalnik Gorenje, Ljubljana, Slovenija 
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3.1.2. Gojišče, pufri in kemikalije, uporabljene pri delu s celicami  
 
Celična linija 
Celična linija raka debelega črevesa Caco-2 (ATCC® HTB-37™) [32] 
 
Kompletno gojišče 
78 mL Advanced DMEM  
20 mL serum FBS   
1 mL L-glutamin  
1 mL antibiotik P/S  
 
PBS z 0,02% EDTA 
50 mL 10 × PBS 
537 µL  0,5 M EDTA 
450 mL destilirana voda 
 
10 × PBS 
80 g NaCl 
2 g KCl 
18,05 g Na2HPO4 × 2H2O 
2,4 g KH2PO4 
Raztopimo v 1 litru destilirane vode in uravnamo pH na 7,4. 
 
Ostale kemikalije 
- CellTiter 96® AQueous One                    Promega, Madison, ZDA 
Solution Cell Proliferation Assay 
- DMSO                                                       Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
- nigrozin                                                     Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA 
- tripsin                                                        GibcoTM Thermo Fisher Scientific Inc.,  
                                                                  Waltham, MA, ZDA  
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SUHA MASA  
[g/mL] 
P28 leponogi goban (Caloboletus calopus) neužitna 0,0221 
P37 
navadna ledenka (Pseudohydnum 
gelatinosum) užitna 0,0021 
P38 žolčasti grenivec (Tylopilus felleus) neužitna 0,0166 
P41 žametasti goban (Boletus erythropus) pogojno užitna 0,0121 
P42 rdeča mušnica (Amanita muscaria) strupena 0,0077 
P43 poletni goban (Boletus reticulatus) užitna 0,0017 
P44 citronasta mušnica (Amanita citrina) pogojno užitna 0,0136 
 
Vodni izvlečki iz višjih gliv so bili pripravljeni na Odseku za biotehnologijo Instituta Jožef 
Stefan. Gobe so iztisnili skozi gazo in specifično tlačilko ter jim dodali ustrezni količini 
natrijevega tiosulfata in pufra 20 × PBS. Po centrifugiranju je sledilo koncentriranje 
supernatanta z ultrafiltracijo na filtru z velikostjo por 3 kDa, za tem pa še dializa v pufru 1 
× PBS. Po končani dializi so vzorec ponovno centrifugirali in nato sterilno filtrirali s filtrom 
velikosti por 0,02 μm. Podrobnejša priprava je opisana v nalogi Megušar P, 2016. [34]   
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3.2.1. DELO S CELIČNIMI KULTURAMI 
Uporabljali smo celično linijo raka debelega črevesa Caco-2. Delo je potekalo pod sterilnimi 
pogoji v komori z laminarnim pretokom zraka (Slika 9).  
 
Slika 9: Delo s celičnimi kulturami (a). Komora z laminarnim pretokom zraka (b). Foto: Klara Bohinc in Kaja Lenarčič 
3.2.1.1. Odmrzovanje celične linije 
Kriovialo s celicami smo po odvzemu iz tekočega dušika za dve minuti dali v vodno kopel, 
segreto na 37 °C. Kriovialo smo zaradi zelo nizke temperature držali s pinceto in hkrati 
pazili, da je nismo potopili zaradi zmanjšanja možnosti okužbe. Po dveh minutah smo 
prenesli 1 mL celične kulture v centrifugirko s 4 mL predhodno ogretega gojišča in 
centrifugirali pet minut pri 1200 obratih na minuto ter sobni temperaturi (23 °C). Po 
končanem centrifugiranju smo supernatant odlili in usedlino celic resuspendirali v 1 mL 
svežega gojišča. Celično suspenzijo smo nato prenesli v gojilno posodo, kamor smo 
predhodno odpipetirali 9 mL gojišča (Slika 10a). Celice smo gojili v inkubatorju.  
 
3.2.1.2. Gojenje celic 
Celice smo gojili v inkubatorju pri 37 °C in 5% CO2. Po dosegu ustrezne gostote (približno 
80%) smo jih subkultivirali ali pa jih uporabili za poskuse.  
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3.2.1.3. Subkultivacija s postopkom tripsinizacije 
Celicam smo na dva do tri dni zamenjali gojišče in jih približno enkrat na teden 
subkultivirali. Pred začetkom dela smo v vodni kopeli segreli gojišče na 37 °C in si pripravili 
delovni prostor v komori z laminarnim pretokom zraka. Najprej smo iz posodice s celicami 
odstranili in zavrgli staro gojišče in celice dvakrat sprali s 5 mL fosfatnega pufra (PBS) z 
0,02% EDTA. Za tem smo dodali predhodno pripravljeno raztopino, sestavljeno iz 5 mL 
PBS z 0,02% EDTA in 50 µL tripsina ter posodico dali v inkubator za 8 minut. Po inkubaciji 
smo se s pomočjo mikroskopa vedno prepričali, da so se celice odlepile in šele nato 
nadaljevali z delom. V komori smo nato z vsebino posodice nekajkrat sprali njeno dno in 
suspenzijo celic prestavili v 14-mL koničasto centrifugirko s 3 mL gojišča, ter centrifugirali 
5 minut pri 1200 obratih na minuto. Supernatant smo zavrgli in usedlini celic (Slika 10 b) 
dodali 1 mL gojišča ter jih nežno resuspendirali. Temu je v primeru nadaljnjih poskusov 
sledilo štetje celic, v primeru nadaljnjega gojenja pa smo prenesli 200 do 300 µL celične 
suspenzije v novo gojilno posodico z 8 mL gojišča (Slika 10 a). 
 
 
Slika 10: Gojilni posodi s celicami (a). Vsebina po centrifugiranju (b). Foto: Kaja Lenarčič 
3.2.1.4. Štetje celic 
Pripravili smo 100 µL 10-krat redčene celične suspenzije, pridobljene v postopku 
tripsinizacije (10 µL celične suspenzije in 90 µL gojišča). Tej smo dodali 100 µL 0,2% 
raztopine barvila nigrozina in vsebino dobro premešali. 10 µL smo nanesli na vsako stran 
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števne komore (stekelce z dvema natančno definiranima vdolbinicama, ki vsebujeta 
vgravirano mrežo standardnih dimenzij) in pod svetlobnim mikroskopom prešteli število 
živih celic (neobarvane), ki so se nahajale znotraj vgraviranega kvadratnega območja (P =1 
mm2; V = 100 nL). Celice smo prešteli na obeh straneh števne komore in celoten postopek 
ponovili dvakrat. Med posamezno ponovitvijo smo komoro očistili. Po končanem postopku 
smo koncentracijo celic v celični suspenziji (število celic/mililiter) izračunali s pomočjo 
enačbe 1, kjer A, B, C in D predstavljajo število preštetih celic, R faktor redčenja (R = 20) 
in 104 faktor za ustrezen volumen (100 nl = 10-4 mL). 
 
Enačba 1: Izračun koncentracije celic [37] 
𝐾𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑐𝑒𝑙𝑖𝑐 (š𝑡./𝑚𝑙) =
𝐴+𝐵+𝐶+𝐷 
4
 × 𝑅 × 104  
 
3.2.1.5. Zamrzovanje celične linije 
Pred zamrzovanjem celične linije smo morali to najprej tripsinizirati in jo po centrifugiranju 
resuspendirati v 1 mL gojišča s 5 % DMSO. DMSO kot krioprotektant celice ščiti pred 
tvorbo ledenih kristalov. Tako pripravljeno kulturo smo prestavili v kriovialo in takoj 
prenesli na -70 do -80 °C, da je prišlo do postopne zamrznitve, ter jo naslednji dan shranili 
v tekočem dušiku. 
 
3.2.2. DELO Z IZVLEČKI 
 
Slika 11: Odtajanje vodnih izvlečkov na ledu (a). Priprava redčitev vodnih izvlečkov (b). Foto: Kaja Lenarčič  
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Vodne izvlečke višjih gliv smo shranjevali v zamrzovalniku pri -20°C in jih pred uporabo 
odtajali na ledu (Slika 11 a). Za tem smo v komori z laminarnim pretokom zraka pripravili 
različne redčitve (Slika 11 b). Izvlečke smo redčili z gojiščem za celice.  
 
Najprej smo za vsakega pripravili redčitve E/25, E/50, E/150, E/300 in nato na podlagi 
rezultatov testa MTS določili nove, ki so prikazane v Preglednici VIII. 
 
Preglednica VIII: Redčitve posameznih izvlečkov 
IZVLEČEK TEST REDČITVE 
P28 
1 E/25, E/50, E/150, E/300 
2 E/2, E/5, E/10, E/25, E/150 
3 E/2, E/5, E/10, E/25, E/150 
P37 
1 E/25, E/50, E/150, E/300 
2 E/5, E/20, E/40, E/100 
3 E/10, E/20, E/40, E/100 
4 E/10, E/20, E/40, E/100 
P38 
1 E/25, E/50, E/150, E/300 
2 E/25, E/50, E/150, E/300 
P41 
1 E/25, E/50, E/150, E/300 
2 E/25, E/50, E/125, E/400 
3 E/25, E/50, E/125, E/400 
P42 
1 E/25, E/50, E/150, E/300 
2 E/2, E/5, E/10, E/25 
3 E/4, E/5, E/10, E/25 
4 E/4, E/5, E/10, E/25 
5 E/3, E/4, E/5, E/10, E/25 
P43 
1 E/25, E/50, E/150, E/300 
2 E/2, E/5, E/10, E/25, E/150 
3 E/2, E/5, E/10, E/25, E/150 
4 E/2, E/5, E/10, E/25, E/150 
P44 
1 E/25, E/50, E/150, E/300 
2 E/5, E/10, E/25, E/50 
3 E/5, E/10, E/18, E/25, E/50 
  
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 
Vpliv vodnih izvlečkov višjih gliv na živost celične linije caco-2 
18 
 
3.2.3. TEST MTS 
Test MTS je kolorimetrična metoda, ki se uporablja za določanje metabolno aktivnih oz. 
živih celic pri testiranju celične proliferacije in citotoksičnosti. Z njim smo določili 
citotoksični vpliv sedmih proučevanih izvlečkov na celično linijo Caco-2. Uporabili smo 
reagent CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, 
ZDA), ki vsebuje tetrazolijevo spojino (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolijeva sol; MTS), ki celične membrane ne 
more prehajati in reagent za spajanje elektronov (fenazin etosulfat; FES), ki v celico lahko 
vstopi. Reakcija poteče pod vplivom NADH oz. NADPH, ki nastajata v metabolno aktivnih 
celicah in sta kofaktorja encimov dehidrogenaz ter v celici reducirata fenazin etosulfat. Ta 
nato celico zapusti in povzroči redukcijo tetrazolijeve soli v obarvan formazan (Slika 12), ki 
ga detektiramo s pomočjo spektrofotometra pri valovni dolžini 492 nm. Izmerjena 




Slika 12: Princip testa MTS 
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1. dan: Nanos celične kulture določene koncentracije na mikrotitrsko ploščo 
 
Celice smo najprej tripsinizirali, jih prešteli in izračunali njihovo koncentracijo. Nato smo 
pripravili celično suspenzijo s koncentracijo 105 celic/mL in nanesli po 100 µL v vdolbinice 
sterilne mikrotitrske ploščice z ravnim dnom. Robne vdolbinice (36 vdolbinic) smo s 
pomočjo multikanalne pipete napolnili s sterilno destilirano vodo, da bi s tem preprečili 
spremembo v koncentracijah izvlečkov zaradi izhlapevanja gojišča v inkubatorju. Ploščo 
smo nato postavili v inkubator za 24 ur. 
 
2. dan: Odvzem starega gojišča in nanos izvlečkov različnih koncentracij 
 
Celice so se pritrdile na dno vdolbinic mikrotitrske plošče in se namnožile do ustrezne 
gostote. Najprej smo pripravili določene redčitve izvlečkov. Te so bile v prvem testu pri vseh 
izvlečkih enake: E/25, E/50, E/150, E/300. Nadaljnje redčitve smo določili na podlagi 
rezultatov začetnega testa MTS. V Preglednici VIII so navedene vse proučevane 
koncentracije izvlečkov. Po pripravi smo iz inkubatorja vzeli mikrotitrsko ploščo in se s 
pomočjo mikroskopa prepričali, da so se celice pritrdile na podlago in se namnožile do 
ustrezne gostote. Nato smo iz vdolbinic odstranili staro gojišče in v njih z reverznim 
pipetiranjem nanesli 100 µL pripravljenega izvlečka. Pomembno je bilo, da v vdolbinici ni 
bilo nobenega mehurčka, saj bi ta motil meritve. Za posamezno redčitev smo naredili tri 
ponovitve. Uporabili smo naslednje slepe kontrole: gojišče brez celic, gojišče brez celic z 
dodanim PBS in gojišče z izvlečkom preiskovane koncentracije. Vpliv PBS smo proučevali 
zato, ker je bil ta prisoten v izvlečkih (dodan med samim postopkom priprave izvlečkov). 
Negativno kontrolo so predstavljale celice z dodanim gojiščem oz. celice z dodanim 
gojiščem in PBS. Testirali smo dva izvlečka naenkrat, vsakega na svoji polovici plošče, tako 
kot kaže Slika 13. Ploščo smo nato postavili v inkubator za 24 ur. 
 
3. dan: Nanos reagenta MTS in merjenje absorbance 
 
Po 24-urni inkubaciji smo ploščo pregledali pod mikroskopom in že s prostim očesom 
ocenili stanje celic. Za tem smo v posamezno vdolbinico z elektronsko pipeto nanesli 10 µL 
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reagenta MTS, ploščo nežno pretresli, da se je ta enakomerno razporedil po celotnem 
volumnu in jo postavili v inkubator za 1 uro. Reagent MTS smo shranjevali v zamrzovalniku 
pri -20 °C, zaščitenega pred svetlobo. Zaradi tovrstne občutljivosti smo ga po odvzemu iz 
zamrzovalnika zavili v aluminijasto folijo. V primeru izpostavljenosti svetlobi, se pojavi 
razbarvanost reagenta in posledično povišano izmerjena absorbanca ozadja (pri 492 nm). Po 
končani inkubaciji smo ploščo še enkrat rahlo pretresli in s pomočjo bralca mikrotitrskih 
plošč Tecan Safire2 izmerili absorbanco pri 492 nm. Na podlagi rezultatov smo določili 
nadaljnje koncentracije izvlečkov, saj smo za izračun IC50 (50% inhibitorna koncentracija) 
potrebovali koncentracije izvlečka v vsem območju citotoksičnega delovanja (od 0 do 
100%).  
 
Za vsako koncentracijo smo naredili vsaj dve biološki ponovitvi, vsako v treh ponovitvah.  
 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A             
B  G C + G G C + G  
C  G + PBS  C + G + PBS G + PBS C + G + PBS  
D  G + E/25 C + G + E/25 G + E/25 C + G + E/25  
E  G + E/50 C + G + E/50 G + E/50 C + G + E/50  
F  G + E/150 C + G + E/150 G + E/150 C + G + E/150  
G  G + E/300 C + G + E/300 G + E/300 C + G + E/300  
H             
Legenda:  
= izvleček 1                                   G = gojišče 
= izvleček 2                                   C = celice  
= sterilna destilirana voda 
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Absorbanco vzorcev smo izmerili z bralcem mikrotitrskih plošč Tecan Safire2TM pri valovni 
dolžini 492 nm. V spodnjih preglednicah so napisani rezultati absorbanc (A), ki smo jim že 
predhodno odšteli absorbanco slepe kontrole (Enačba 2). Tem smo nato izračunali še 
povprečje (Ᾱ).  
Enačba 2: Izračun absorbance  
𝐴 = 𝐴𝐶+𝐺+𝐸/𝑥 −  Ᾱ𝐺+𝐸/𝑥 
 
Živost je bila izračunana na podlagi enačbe 3, sledil je še izračun povprečja in standardne 
deviacije (STDEV). 




 × 100  
 
Na podlagi izmerjenih in izračunanih podatkov smo nato s pomočjo programa GraphPad 
Prism izračunali IC50. 
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4.1. Izvleček P28 
Pri testiranju izvlečka leponogega gobana (Caloboletus calopus) P28 smo naredili dve 
biološki ponovitvi. Predstavljeni so rezultati biološke ponovitve št. 2, ostali so v Prilogi 1. 
 
Preglednica IX: Izračunane absorbance testa z izvlečkom P28 
 
 












 (a) (b)  
Graf 1: Vpliv izvlečka P28 na živost celic (a). IC50 izvlečka P28 (b). 
  
P28 2 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/2) 0 0,5141 0,4984 0,5102 0,5076
E/150 0,1473 0,5563 0,5507 0,5228 0,5432
E/25 0,8840 0,5453 0,5346 0,5267 0,5355
E/10 2,2100 0,4245 0,4267 0,2973 0,3828
E/5 4,4200 0,1862 0,1662 0,1863 0,1796
E/2 11,0500 0,1368 0,1970 0,1228 0,1522
P28 2 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/2) 101,29 98,19 100,52 100,0 1,6
E/150 109,59 108,49 102,99 107,0 3,5
E/25 107,42 105,32 103,76 105,5 1,8
E/10 83,63 84,07 58,57 75,4 14,6
E/5 36,68 32,74 36,70 35,4 2,3
E/2 26,95 38,81 24,19 30,0 7,8
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4.2. Izvleček P37 
Pri testiranju izvlečka navadne ledenke (Pseudohydnum gelatinosum) P37 smo naredili tri 
biološke ponovitve. Predstavljeni so rezultati biološke ponovitve št. 2, ostali so v Prilogi 1. 
 
Preglednica XI: Izračunane absorbance testa z izvlečkom P37 
 
 














 (a) (b) 
Graf 2: Vpliv izvlečka P37 na živost celic (a). IC50 izvlečka P37 (b).  
P37 2 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/10) 0 0,4661 0,4620 0,4565 0,4615
E/100 0,0210 0,5070 0,5002 0,4866 0,4979
E/40 0,0525 0,5063 0,4940 0,4850 0,4951
E/20 0,1050 0,3347 0,3222 0,3088 0,3219
E/10 0,2100 -0,0415 -0,0249 -0,0161 -0,0275
P37 2 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/10) 100,99 100,10 98,91 100,0 1,0
E/100 109,86 108,39 105,44 107,9 2,3
E/40 109,70 107,04 105,09 107,3 2,3
E/20 72,53 69,82 66,91 69,8 2,8
E/10 -8,99 -5,40 -3,49 -6,0 2,8
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4.3. Izvleček P38 
Pri testiranju izvlečka žolčastega grenivca (Tylopilus felleus) P38 smo naredili dve biološki 
ponovitvi. Predstavljeni so rezultati biološke ponovitve št. 1, ki hkrati predstavlja tudi uvodni 
test, ostali so v Prilogi 1. 
 
Preglednica XIII: Izračunane absorbance testa z izvlečkom P38 
 
 













 (a) (b) 
Graf 3: Vpliv izvlečka P38 na živost celic (a). IC50 izvlečka P38 (b). 
  
P38 1 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,3022 0,2968 0,2837 0,2942
E/300 0,0553 0,2762 0,2697 0,2066 0,2508
E/150 0,1107 0,2435 0,2347 0,1770 0,2184
E/50 0,3320 0,0695 0,0756 0,1296 0,0916
E/25 0,6640 0,0227 0,0184 0,0246 0,0219
P38 1 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 102,71 100,87 96,42 100,0 3,2
E/300 93,87 91,66 70,22 85,2 13,1
E/150 82,76 79,77 60,16 74,2 12,3
E/50 23,62 25,69 44,05 31,1 11,2
E/25 7,70 6,24 8,34 7,4 1,1
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4.4. Izvleček P41 
Pri testiranju izvlečka žametastega gobana (Boletus erythropus) P41 smo naredili dve 
biološki ponovitvi. Predstavljeni so rezultati biološke ponovitve št. 2, ostali so v Prilogi 1. 
 
Preglednica XV: Izračunane absorbance testa z izvlečkom P41 
 
 














 (a) (b) 
Graf 4: Vpliv izvlečka P41 na živost celic (a). IC50 izvlečka P41 (b). 
  
P41 2 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,2777 0,2730 0,2740 0,2749
E/400 0,0303 0,2568 0,2685 0,2374 0,2542
E/125 0,0968 0,2254 0,2314 0,2263 0,2277
E/50 0,2420 0,1561 0,1422 0,1339 0,1440
E/25 0,4840 0,0356 0,0416 0,0130 0,0301
P41 2 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 101,02 99,31 99,67 100,0 0,9
E/400 93,42 97,67 86,36 92,5 5,7
E/125 81,98 84,16 82,30 82,8 1,2
E/50 56,77 51,71 48,69 52,4 4,1
E/25 12,95 15,13 4,73 10,9 5,5
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4.5. Izvleček P42 
Pri testiranju izvlečka rdeče mušnice (Amanita muscaria) P42 smo naredili tri biološke 
ponovitve. Predstavljeni so rezultati biološke ponovitve št. 4, ostali so v Prilogi 1. 
 
Preglednica XVII: Izračunane absorbance testa z izvlečkom P42 
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Graf 5: Vpliv izvlečka P42 na živost celic (a). IC50 izvlečka P42 (b). 
  
P42 4 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/3) 0 0,4736 0,4690 0,4684 0,4703
E/25 0,3080 0,4619 0,4391 0,4191 0,4400
E/10 0,7700 0,4348 0,4361 0,4382 0,4364
E/5 1,5400 0,3725 0,3743 0,3368 0,3612
E/4 1,9250 0,3306 0,3372 0,2282 0,2987
E/3 2,5667 0,2383 0,2314 0,2087 0,2261
P42 4 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/3) 100,69 99,72 99,59 100,0 0,6
E/25 98,21 93,36 89,11 93,6 4,6
E/10 92,45 92,72 93,17 92,8 0,4
E/5 79,20 79,58 71,61 76,8 4,5
E/4 70,29 71,69 48,52 63,5 13,0
E/3 50,66 49,19 44,36 48,1 3,3
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4.6. Izvleček P43 
Pri testiranju izvlečka poletnega gobana (Boletus reticulatus) P43 smo naredili tri biološke 
ponovitve. Predstavljeni so rezultati biološke ponovitve št. 3, ostali so v Prilogi 1. 
 
Preglednica XIX: Izračunane absorbance testa z izvlečkom P43 
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Graf 6: Vpliv izvlečka P43 na živost celic (a). IC50 izvlečka P43 (b). 
  
P43 3 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/2) 0 0,4515 0,4608 0,4584 0,4569
E/150 0,0113 0,4626 0,4725 0,4476 0,4609
E/25 0,0680 0,4324 0,4362 0,4419 0,4368
E/10 0,1700 0,3490 0,3385 0,3263 0,3379
E/5 0,3400 0,1949 0,2033 0,2075 0,2019
E/2 0,8500 0,0511 0,0548 0,0420 0,0493
P43 3 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/2) 98,82 100,85 100,33 100,0 1,1
E/150 101,24 103,40 97,95 100,9 2,7
E/25 94,64 95,47 96,72 95,6 1,0
E/10 76,37 74,08 71,41 74,0 2,5
E/5 42,66 44,50 45,41 44,2 1,4
E/2 11,17 11,98 9,18 10,8 1,4
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4.7. Izvleček P44 
Pri testiranju izvlečka citronaste mušnice (Amanita citrina) P44 smo naredili dve biološki 
ponovitvi. Predstavljeni so rezultati biološke ponovitve št. 2, ostali so v Prilogi 1. 
 
Preglednica XXI: Izračunane absorbance testa z izvlečkom P44 
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Graf 7: Vpliv izvlečka P44 na živost celic (a). IC50 izvlečka P44 (b). 
  
P44 2 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/5) 0 0,4388 0,4283 0,4381 0,4351
E/50 0,2720 0,5798 0,5653 0,4916 0,5455
E/25 0,5440 0,4632 0,4575 0,4564 0,4590
E/18 0,7556 0,4058 0,4331 0,3353 0,3914
E/10 1,3600 0,0934 0,1012 0,0808 0,0918
E/5 2,7200 0,0284 0,0316 0,0028 0,0209
P44 2 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/5) 100,86 98,44 100,70 100,0 1,3
E/50 133,26 129,92 112,98 125,4 10,9
E/25 106,47 105,16 104,90 105,5 0,8
E/18 93,26 99,54 77,06 90,0 11,6
E/10 21,47 23,26 18,57 21,1 2,4
E/5 6,52 7,25 0,63 4,8 3,6
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V Preglednici XXIII so predstavljene povprečne vrednosti IC50 vseh bioloških ponovitev. 
Preglednica XXIII: Prikaz vrednosti IC50 vseh bioloških ponovitev posameznih izvlečkov 
 
V preglednici XXIV je prikazana razporeditev izvlečkov na podlagi meril, podanih s strani 
NCI. Ta deli citotoksično aktivnost surovih izvlečkov v 4 skupine: IC50 ≤ 20 µg/mL = zelo 
aktiven, IC50 21-200 µg/mL = zmerno aktiven, IC50 201-500 µg/mL = slabo aktiven in 
IC50 > 500 µg/mL = neaktiven [42, 43].   









Izvleček Goba Užitnost IC50 1 IC50 2 IC50 3 IC50 [mg/mL]
P28 leponogi goban neužitna 2,22 2,42 2,32 ± 0,14
P37 navadna ledenka užitna 0,11 0,12 0,12 0,12 ± 0,01
P38 žolčasti grenivec neužitna 0,26 0,41 0,34 ± 0,11
P41 žametasti goban pogojno užitna 0,19 0,24 0,22 ± 0,04
P42 rdeča mušnica strupena 1,42 1,1 1,87 1,46 ± 0,39
P43 poletni goban užitna 0,16 0,31 0,31 0,26 ± 0,09
P44 citronasta mušnica pogojno užitna 0,71 0,92 0,82 ± 0,15
Citotoksična aktivnost IC50 [µg/mL] Izvlečki Goba
zelo aktiven ≤ 20 / /
zmerno aktiven 21-200 P37 navadna ledenka 
P41 žametasti goban
slabo aktiven 201-500 P43 poletni goban
P38 žolčasti grenivec
P44 citronasta mušnica
neaktiven > 501 P42 rdeča mušnica
P28 leponogi goban
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5. RAZPRAVA  
Ker vodni izvlečki višjih gliv predstavljajo bogat vir novih bioaktivnih snovi s 
protimikrobnim delovanjem [4] in s tem dober potencial za morebitno uporabo v klinični 
praksi, je ključnega pomena tudi pregled njihove toksičnosti za človeške celice in vitro. Te 
je pred izvedbo same raziskave potrebno skrbno izbrati. V literaturi smo zasledili, da so 
citotoksičnost mnogih izvlečkov (tudi takih, pridobljenih iz višjih gliv) testirali in vitro na 
celični liniji Caco-2 [38, 39]. Ta se v raziskavah uporablja v nediferencirani in diferencirani 
obliki. Kljub temu, da ima diferencirana celična linija večjo podobnost s človeškimi 
enterociti [40], se nediferencirana oblika na področju testiranja citotoksičnosti in vitro 
uporablja pogosteje, saj se je v raziskavah Thompson in sod., 2012 [41] in Gerloff in sod., 
2013 [40] izkazala za bolj občutljivo, kar pomeni, da v primeru potrditve netoksičnega 
delovanja na omenjeno linijo, teoretično lahko potrdimo tudi tovrstno delovanje na 
diferencirano linijo. S tem razlogom smo se odločili, da tudi mi uporabimo nediferencirano 
celično linijo Caco-2. Ponekod za večjo zanesljivost in boljši vpogled uporabljajo tudi 
kombinacije več linij hkrati. Gerloff in sod. so leta 2013 uporabo kombinacije 
nediferencirane in diferencirane celične linije Caco-2 celo priporočali [40]; Thompson in 
sod., pa so leta 2012 poleg linije Caco-2 hkrati uporabili še epitelijsko celično linijo debelega 
črevesa HT-29 (ATCC® HTB-38™), ki naj bi bila še bolj občutljiva kot uporabljena linija 
Caco-2 [41]. 
Vpliv vodnih izvlečkov na živost celične linije Caco-2 smo opredelili s pomočjo 
metabolnega testa MTS. Najprej smo naredili uvodni test, v katerem smo vse izvlečke 
testirali pri redčitvah E/25, E/50, E/150 in E/300 ter na podlagi dobljenih rezultatov določili 
nove. Te so za izračun IC50 morale povzročiti razpon živosti celične linije v čim širšem 
območju med 0 in 100%. Za testiranje izvlečka Tylopilus felleus (P38) smo redčitve ohranili 
enake uvodnim, ostalim pa smo jih morali nekoliko spremeniti. Po prvem testiranju 
izvlečkov Caloboletus calopus (P28) in Boletus reticulatus (P43) je živost celic tudi po 
dodatku najmanjše redčitve ostala nad 70% (Priloga 1), zato smo v nadaljevanju pripravili 
še manjše. Podobno se je zgodilo tudi pri izvlečkih Amanita muscaria (P42) in Amanita 
citrina (P44), pri katerih je živost po dodatku vseh redčitev znašala okoli oz. nad 90% 
(Priloga 1). Pri uvodnem testiranju izvlečka Pseudohydnum gelatinosum (P37) se je med 
redčitvama E/20 in E/5 celična živost drastično spremenila (padec iz skoraj 50% na 
negativno vrednost (Priloga 1)), zato smo pri naslednjih poskusih namesto redčitve E/5, 
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uporabili E/10. Izvleček Boletus erythropus (P41) je povzročil vrednosti živosti tako pri 
E/150, kot tudi E/300 nekoliko nad 70% (Priloga 1), zato smo kasneje potrebovali vključiti 
tudi večjo redčitev (E/400), poleg tega pa smo E/150 nadomestili z E/125 v želji, da dobimo 
še kakšno vrednost med 30 in 70%. V Preglednici VIII so po vrsti prikazane vse testirane 
redčitve. 
Kot pričakovano, dodatek manj redčenega izvlečka povzroči manjšo živost celic in obratno. 
Do zanimivega rezultata je prišlo pri izvlečku P44, kjer je bila živost celične linije ob 
dodatku redčitve E/150 višja od 100%. Tega podatka v sklopu naloge nismo raziskovali; 
dejstvo, da se je celični metabolizem pri tovrstni koncentraciji pospešil, pa je vsekakor zelo 
zanimivo in v prihodnosti vredno nadaljnjega proučevanja, kljub obstoječi možnosti, da je 
podatek le posledica eksperimentalne napake. Zanimiv rezultat smo prav tako dobili pri 
izvlečku P42, kjer je bila živost ob dodatku redčitve E/3 še vedno okoli 50%, ob dodatku 
redčitve E/2 pa že negativna (Priloga – 1. biološka ponovitev izvlečka P42), zato smo v 
nadaljevanju to redčitev (E/2) izpustili. Dva izmed glavnih možnih vzrokov za tovrstne 
vrednosti sta naslednja: vsebnost delcev v izvlečku in obarvanost izvlečka, ki pri nižjih 
redčitvah lahko še dodatno vpliva na rezultat in vodi v lažne nižje vrednosti izmerjenih 
absorbanc. Zaradi ozkega območja dobljenih rezultatov živosti, smo posledično lahko dobili 
tudi lažno nižje vrednosti IC50. 
Na podlagi pridobljenih rezultatov s pomočjo testa MTS in predhodno znanih podatkov suhe 
mase posameznih izvlečkov, smo s pomočjo programa GraphPad Prism izračunali vrednosti 
IC50. Ta vrednost nam poda podatek o koncentraciji [mg/mL] izvlečka, ki povzroči smrt 50% 
celic. Višja vrednost IC50 pomeni manjšo toksičnost oz. škodljivost človeškim celicam in 
obratno. Ker želimo doseči selektivno toksičnost, kar v našem primeru pomeni, da je 
izvleček toksičen za specifične mikroorganizme (bakterije) in hkrati ne za človeka, bi pri 
testiranju toksičnosti na človeške celice želeli dobiti čim višjo vrednost IC50, pri testiranju 
specifičnih mikroorganizmov pa čim nižjo. Vrednosti IC50, ki smo jih določili v diplomski 
nalogi, so med 0,12 mg/mL in 2,32 mg/mL, kjer najmanjšo vrednost predstavlja izvleček 
P37, največjo pa P28. Ostali izvlečki si sledijo po naslednjem vrstnem redu: P41(0,22 
mg/mL) < P43 (0,26 mg/mL) < P38 (0,34 mg/mL) < P44 (0,82 mg/mL) < P42 (1,46 mg/mL). 
Merila podana s strani NCI (National Cancer Institute, USA) delijo citotoksično aktivnost 
surovih izvlečkov v 4 skupine: IC50 ≤ 20 µg/mL = zelo aktiven, IC50 21-200 µg/mL = 
zmerno aktiven, IC50 201-500 µg/mL = slabo aktiven in IC50 > 500 µg/mL = neaktiven 
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[42, 43]. Prvi skupini (IC50 ≤ 20 µg/mL) ne ustreza noben od testiranih izvlečkov. V drugo 
skupino (IC50 21-200 µg/mL) lahko umestimo izvleček P37, ki ima izmed vseh tudi 
najmanjši IC50. Tretji skupini (IC50 201-500 µg/mL) ustrezajo izvlečki P38, P41 in P43, četrti 
(IC50 > 501 µg/mL) pa izvlečki P28, P42 in P44.  
Izvlečke P28, P42 in P44 lahko torej opredelimo kot netoksične in s tem najbolj primerne za 
uporabo v nadaljnjih raziskavah. Dobro so se izkazali tudi izvlečki P41, P43 in P38, ki sicer 
ne ustrezajo kategoriji citotoksično neaktivnih, vendar je bila tovrstna aktivnost vseeno 
slaba. Znano je, da vodni izvlečki iz višjih gliv predstavljajo odličen potencial glede 
protimikrobnega delovanja [4], definitivno pa je poleg same potrditve tovrstnega delovanja 
izvlečka potrebno določiti njegovo sestavo in iz njega izolirati in okarakterizirati posamezne 
spojine, ki k temu prispevajo. V primeru, da istemu izvlečku dokažemo protimikrobno 
delovanje in hkrati netoksično delovanje na človeške celice, lahko sklepamo, da tudi 
posamezne izolirane spojine v teh količinah ne bodo imele toksičnega učinka na naše celice. 
Večja pa je verjetnost, da bomo s posameznimi spojinami dobili manjše protimikrobno 
delovanje, saj te lahko delujejo sinergistično in se med seboj dopolnjujejo [2]. V primeru 
toksičnega izvlečka s protimikrobnim delovanjem pa ne smemo sklepati na toksičnost 
posamezne spojine. Seveda obstaja velika možnost, da je za sesalske celice toksična prav 
tista spojina, z največjim protimikrobnim učinkom, vseeno pa zaradi tega preiskovanega 
izvlečka ne smemo izključiti iz nadaljnjih raziskav. Zato bi bilo v nadaljevanju smiselno 
ovrednotiti tudi lastnosti izvlečkov, ki smo jih umestili v tretjo skupino klasifikacije s strani 
NCI, torej P41, P43 in P38. 
Enega zelo zanimivih pogledov nam predstavlja povezava med citotoksičnostjo samega 
izvlečka in užitnostjo gobe, iz katere je bil ta pridobljen. Predvidevali bi, da bodo bolj 
toksični tisti izvlečki, ki so bili pridobljeni iz strupenih ali neužitnih gob, vendar kot je 
razvidno iz rezultatov, to očitno ne drži. Izvleček P42, pridobljen iz strupene gobe rdeča 
mušnica (Amanita muscaria) se je izkazal kot drugi najmanj toksičen, z vrednostjo IC50 1,46 
± 0,39 mg/mL; izvleček P28, pridobljen iz neužitne gobe leponogi goban (Caloboletus 
calopus) pa kar kot najmanj toksičen, z vrednostjo IC50 2,32 ± 0,14 mg/mL. Izvlečka P37 in 
P43, pridobljena iz užitnih gob navadna ledenka (Pseudohydnum gelatinosum) in poletni 
goban (Boletus reticulatus) sta se, v nasprotju s pričakovanji, znašla med najslabšimi tremi, 
z najnižjimi vrednostmi IC50. To si lahko poskusimo razjasniti s postopkom priprave vodnih 
izvlečkov. Strupenost oz. neužitnost gobam dajejo različni toksini, zato bi v primeru njihove 
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prisotnosti lahko sklepali, da bodo ti še dodatno vplivali na živost celic. Ker smo pri delu 
uporabljali izvlečke, pridobljene iz surovih gob, pomeni, da so toksini teoretično lahko 
prisotni tudi pri pogojno užitnih gobah. Te so namreč surove neužitne ali celo strupene, za 
uživanje pa so primerne le pod pogojem ustrezne priprave (npr. prekuhavanje). Razlog, da 
pri izvlečkih, pridobljenih iz neužitnih, pogojno užitnih ali celo strupenih gob, ni prišlo do 
večjega vpliva na živost celic oz. do nižje vrednosti IC50 je lahko ta, da so bili toksini med 
samim postopkom pridobivanja izvlečkov odstranjeni. Najverjetneje je do tega prišlo med 
postopkoma ultrafiltracije in dialize, pri katerih manjše molekule zaradi nadtlaka, oziroma 
po principu pasivne difuzije, prehajajo polprepustno membrano. Ta ima po podatkih, 
pridobljenih iz naloge Megušar P, 2016, velikost por 3 kDa. Ker so toksini večinoma manjše 
molekule (npr. muskarin, prisoten v rdeči mušnici, ima velikost 174,26 Da [44]) lahko 
teoretično potrdimo njihov prehod skozi polprepustno membrano in posledično njihovo 
odsotnost v izvlečkih. Na podlagi tega lahko sklepamo, da citotoksičnost povzročajo druge 
molekule, prisotne v izvlečkih. V nadaljnjih raziskavah bo zanimivo pregledati, katere so 












Slika 14: Prikaz plošče z dvema izvlečkoma različnih barv v enakih koncentracijah po testu MTS. Foto: Kaja Lenarčič 
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Za vrednotenje rezultatov smo naredili vsaj dve biološki ponovitvi. V primeru večjega 
odstopanja smo naredili dodatne biološke ponovitve, pri izračunu povprečja IC50 pa 
odstranili odstopajočo vrednost. Razlogi za odstopanja so lahko različni. Dva velika moteča 
dejavnika sta bila v našem primeru že zgoraj omenjena obarvanost nekaterih izvlečkov 
(Slika 14) in vsebnost PBS. Težavi smo vsaj delno zaobšli z uporabo ustreznih kontrol: slepa 
kontrola s PBS (gojišče + PBS) in slepa kontrola z izvlečkom (gojišče + izvleček). Ostali 
možni dejavniki so: nenatančno pipetiranje reagenta MTS, prisotnost mehurčkov v 
vdolbinicah mikrotitrske plošče in napake pri izračunu celične koncentracije. Štetje celic 
smo sicer ponovili trikrat, vseeno pa lahko tudi tukaj pride do napake, še posebno, ker celice 
Caco-2 rade tvorijo skupke. Različna koncentracija celic v posamezni vdolbinici se lahko 
odrazi v meritvi testa MTS. Seveda smo se vpliva teh dejavnikov zavedali in se trudili čim 
bolj zmanjšati njihov vpliv, vseeno pa možnosti za napako ne moremo zanemariti. 
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Ugotovili smo, da so izvlečki leponogega gobana (Caloboletus calopus ) P28, rdeče mušnice 
(Amanita muscaria) P42 in citronaste mušnice (Amanita citrina) P44 po merilih, podanih s 
strani NCI (National Cancer Institute, USA), ki citotoksično aktivnost surovih izvlečkov deli 
v štiri skupine, opredeljeni kot citotoksično neaktivni, z vrednostmi IC50 2,32 ± 0,14 mg/mL; 
1,46 ± 0,39 mg/mL in 0,82 ± 0,15 mg/mL. Izvlečki žolčastega grenivca (Tylopilus felleus) 
P38, poletnega gobana (Boletus reticulatus) P43 in žametastega gobana (Boletus erythropus) 
P41 z vrednostmi IC50 0,34 ± 0,11 mg/mL; 0,26 ± 0,09 mg/mL in 0,22 ± 0,04 mg/mL sodijo 
v skupino citotoksično slabo aktivnih izvlečkov. Izvleček navadne ledenke (Pseudohydnum 
gelatinosum) P37 z vrednostjo IC50 0,12 ± 0,01 mg/mL pa je citotoksično zmerno aktiven. 
Na podlagi rezultatov lahko torej izvlečke P28, P42 in P44 opredelimo kot najprimernejše 
za uporabo v nadaljnjih raziskavah, saj testirani izvlečki predstavljajo odličen vir novih 
bioaktivnih spojin s protimikrobnim in protiadhezivnim delovanjem. 
Prav tako smo prišli do sklepa, da citotoksično delovanje izvlečkov ni povezano z užitnostjo 
gobe, iz katere so bili ti pridobljeni. Izvlečka, pridobljena iz strupene rdeče mušnice in 
neužitnega leponogega gobana, sta se namreč izkazala za najmanj toksična, z najvišjimi 
vrednostmi IC50, medtem ko sta se izvlečka, pridobljena iz užitnih gob navadne ledenke in 
poletnega gobana, znašla med najslabšimi tremi, z najnižjimi vrednostmi IC50. 
Zanimiv je tudi vpliv delovanja izvlečka P44 v najnižji redčitvi (E/150). Prišlo je namreč do 
povečanja celičnega metabolizma testirane celične linije Caco-2 (živost višja od 100%), zato 
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P28 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,3675 0,3736 0,3691 0,3700
E/300 0,0737 0,3442 0,3410 0,3290 0,3381
E/150 0,1473 0,3565 0,3662 0,3844 0,3690
E/50 0,4420 0,3325 0,3330 0,3422 0,3359
E/25 0,8840 0,2764 0,2923 0,2795 0,2827
P28 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 99,31 100,95 99,74 100,0 0,9
E/300 93,02 92,16 88,91 91,4 2,2
E/150 96,33 98,96 103,87 99,7 3,8
E/50 89,85 89,98 92,47 90,8 1,5
E/25 74,70 79,00 75,54 76,4 2,3
P28 1 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/2) 0 0,3955 0,3917 0,3929 0,3934
E/150 0,1473 0,3933 0,3883 0,3658 0,3825
E/25 0,8840 0,4026 0,4071 0,4042 0,4046
E/10 2,2100 0,2665 0,3014 0,2242 0,2640
E/5 4,4200 0,0619 0,0657 0,0007 0,0428
E/2 11,0500 0,1211 0,2005 0,0707 0,1308
P28 1 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/2) 100,54 99,58 99,88 100,0 0,5
E/150 99,98 98,71 92,99 97,2 3,7
E/25 102,33 103,48 102,74 102,9 0,6
E/10 67,75 76,62 57,00 67,1 9,8
E/5 15,74 16,70 0,18 10,9 9,3
E/2 30,79 50,97 17,97 33,2 16,6
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 













P37 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,2763 0,2598 0,2479 0,2613
E/300 0,0070 0,2670 0,2585 0,2661 0,2639
E/150 0,0140 0,2651 0,2834 0,2640 0,2708
E/50 0,0420 0,2253 0,2559 0,2344 0,2385
E/25 0,0840 0,1469 0,1525 0,1597 0,1530
P37 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 105,73 99,41 94,86 100,0 5,5
E/300 102,19 98,93 101,84 101,0 1,8
E/150 101,44 108,45 101,02 103,6 4,2
E/50 86,23 97,94 89,71 91,3 6,0
E/25 56,20 58,35 61,10 58,6 2,5
P37 1 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/5) 0 0,4185 0,4137 0,3898 0,4073
E/100 0,0210 0,4124 0,4260 0,3866 0,4083
E/40 0,0525 0,3381 0,3494 0,3579 0,3485
E/20 0,1050 0,2090 0,2091 0,1809 0,1997
E/5 0,4200 -0,0330 -0,0376 -0,0423 -0,0376
P37 1 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/5) 102,74 101,56 95,70 100,0 3,8
E/100 101,24 104,58 94,91 100,2 4,9
E/40 83,01 85,79 87,87 85,6 2,4
E/20 51,32 51,34 44,42 49,0 4,0
E/5 -8,09 -9,22 -10,37 -9,2 1,1
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 




























P37 3 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/10) 0 0,3436 0,3515 0,3478 0,3476
E/100 0,0210 0,3717 0,3545 0,3503 0,3588
E/40 0,0525 0,2310 0,2236 0,2227 0,2257
E/20 0,1050 0,1019 0,0974 0,0672 0,0888
E/10 0,2100 -0,0490 -0,0530 -0,0567 -0,0529
P37 3 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/10) 98,84 101,11 100,05 100,0 1,1
E/100 106,91 101,96 100,75 103,2 3,3
E/40 66,43 64,31 64,05 64,9 1,3
E/20 29,30 28,00 19,32 25,5 5,4
E/10 -14,10 -15,25 -16,31 -15,2 1,1
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 




















1.biološka ponovitev (Uvodni test): 
 
  
P38 2 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,3833 0,4068 0,3715 0,3872
E/300 0,0553 0,3619 0,3502 0,3351 0,3491
E/150 0,1107 0,2994 0,3208 0,2225 0,2809
E/50 0,3320 0,1639 0,1337 0,1276 0,1417
E/25 0,6640 0,0193 0,0161 -0,0053 0,0100
P38 2 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 98,99 105,06 102,0 4,3
E/300 93,47 90,44 92,0 2,1
E/150 77,32 82,85 80,1 3,9
E/50 42,32 34,52 38,4 5,5
E/25 4,97 4,15 4,6 0,6
P41 1 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,3784 0,3075 0,2993 0,3284
E/300 0,0403 0,2564 0,2918 0,2205 0,2562
E/150 0,0807 0,2346 0,2195 0,2633 0,2391
E/50 0,2420 0,1171 0,1220 0,0711 0,1034
E/25 0,4840 0,0452 0,0367 0,0372 0,0397
P41 1 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 115,23 93,63 91,14 100,0 13,2
E/300 78,09 88,87 67,15 78,0 10,9
E/150 71,45 66,85 80,19 72,8 6,8
E/50 35,66 37,16 21,65 31,5 8,6
E/25 13,77 11,18 11,33 12,1 1,5
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 























P42 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,3248 0,3493 0,3219 0,3320
E/300 0,0257 0,3049 0,3071 0,2793 0,2971
E/150 0,0513 0,3202 0,3287 0,2972 0,3154
E/50 0,1540 0,3085 0,3280 0,2721 0,3028
E/25 0,3080 0,3025 0,3395 0,3280 0,3233
P42 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 97,83 105,21 96,96 100,0 4,5
E/300 91,84 92,50 84,12 89,5 4,7
E/150 96,46 99,02 89,53 95,0 4,9
E/50 92,92 98,79 81,96 91,2 8,5
E/25 91,11 102,26 98,79 97,4 5,7
P42 1 Izvleček [g/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/2) 0 0,3222 0,3218 0,2988 0,3143
E/25 0,3080 0,2529 0,2603 0,2310 0,2481
E/10 0,7700 0,2153 0,2256 0,2194 0,2201
E/5 1,5400 0,1665 0,1637 0,1274 0,1525
E/2 3,8500 -0,0096 0,0057 -0,0448 -0,0162
P42 1 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje STDEV
PBS (1/2) 102,5244 102,3971 95,0785 100 4,2626
E/25 80,4731 82,8277 73,5045 78,9351 4,8482
E/10 68,5087 71,7862 69,8133 70,0361 1,6500
E/5 52,9646 52,0736 40,5229 48,5204 6,9403
E/2 -3,0388 1,8297 -14,2395 -5,1496 8,2399
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 















P42 2 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/4) 0 0,4605 0,4510 0,4279 0,4464
E/25 0,3080 0,4154 0,4232 0,3788 0,4058
E/10 0,7700 0,4133 0,4116 0,4076 0,4108
E/5 1,5400 0,3694 0,3569 0,2632 0,3298
E/4 1,9250 0,3007 0,3245 0,3065 0,3105
P42 2 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/4) 103,14 101,02 95,84 100,0 3,8
E/25 93,05 94,80 84,85 90,9 5,3
E/10 92,57 92,19 91,29 92,0 0,7
E/5 82,74 79,94 58,95 73,9 13,0
E/4 67,35 72,68 68,65 69,6 2,8
P42 3 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/4) 0 0,3682 0,3587 0,3425 0,3565
E/25 0,3080 0,3201 0,3214 0,2937 0,3117
E/10 0,7700 0,2855 0,3114 0,3023 0,2997
E/5 1,5400 0,2196 0,2162 0,1419 0,1926
E/4 1,9250 0,1818 0,1821 0,1827 0,1822
P42 3 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/4) 103,29 100,63 96,08 100,0 3,6
E/25 89,78 90,15 82,38 87,4 4,4
E/10 80,08 87,34 84,79 84,1 3,7
E/5 61,60 60,65 39,81 54,0 12,3
E/4 50,99 51,07 51,24 51,1 0,1
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 






















P43 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,2971 0,2784 0,2808 0,2854
E/300 0,0057 0,2830 0,2550 0,1889 0,2423
E/150 0,0113 0,2788 0,3091 0,2565 0,2814
E/50 0,0340 0,2682 0,2627 0,2062 0,2457
E/25 0,0680 0,2348 0,2255 0,1991 0,2198
P43 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 104,09 97,54 98,38 100,0 3,6
E/300 99,16 89,35 66,19 84,9 16,9
E/150 97,68 108,29 89,86 98,6 9,3
E/50 93,98 92,05 72,25 86,1 12,0
E/25 82,26 79,00 69,75 77,0 6,5
P43 1 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/2) 0 0,3003 0,3104 0,3061 0,3056
E/150 0,0113 0,2712 0,2740 0,2516 0,2656
E/25 0,0680 0,2447 0,2457 0,2405 0,2436
E/10 0,1700 0,1340 0,1502 0,1424 0,1422
E/5 0,3400 0,0526 0,0582 0,0570 0,0559
E/2 0,8500 0,0433 0,0408 0,0205 0,0348
P43 1 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/2) 98,27 101,57 100,16 100,0 1,7
E/150 88,76 89,67 82,34 86,9 4,0
E/25 80,09 80,41 78,71 79,7 0,9
E/10 43,86 49,16 46,60 46,5 2,7
E/5 17,21 19,05 18,65 18,3 1,0
E/2 14,15 13,34 6,69 11,4 4,1
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 



























P43 2 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/2) 0 0,5023 0,5042 0,5072 0,5045
E/150 0,0113 0,5665 0,5667 0,5401 0,5578
E/25 0,0680 0,5197 0,5263 0,5195 0,5218
E/10 0,1700 0,4123 0,4063 0,3684 0,3957
E/5 0,3400 0,2314 0,2511 0,2537 0,2454
E/2 0,8500 0,0671 0,0676 0,0509 0,0619
P43 2 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/2) 99,55 99,93 100,52 100,0 0,5
E/150 112,29 112,33 107,05 110,6 3,0
E/25 103,01 104,32 102,97 103,4 0,8
E/10 81,72 80,53 73,02 78,4 4,7
E/5 45,86 49,76 50,28 48,6 2,4
E/2 13,30 13,40 10,09 12,3 1,9
Kaja Lenarčič, Diplomska naloga 

















P44 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/25) 0 0,3214 0,3185 0,2888 0,3095
E/300 0,0453 0,3664 0,3647 0,2571 0,3294
E/150 0,0907 0,4678 0,4912 0,3922 0,4504
E/50 0,2720 0,4091 0,4060 0,2885 0,3678
E/25 0,5440 0,2624 0,2841 0,2399 0,2621
P44 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/25) 103,82 102,89 93,29 100,0 5,8
E/300 118,38 117,83 83,06 106,4 20,2
E/150 151,12 158,68 126,70 145,5 16,7
E/50 132,16 131,16 93,19 118,8 22,2
E/25 84,78 91,79 77,51 84,7 7,1
P44 1 Izvleček [mg/mL] A1 A2 A3 Ᾱ
PBS (1/5) 0 0,3135 0,3065 0,2995 0,3065
E/50 0,2720 0,3077 0,3102 0,2592 0,2923
E/25 0,5440 0,2516 0,2337 0,2402 0,2418
E/10 1,3600 0,0297 0,0182 -0,0104 0,0125
E/5 2,7200 0,0043 0,0109 0,0033 0,0062
P44 1 Živost 1 [%] Živost 2 [%] Živost 3 [%] Povprečje [%] STDEV
PBS (1/5) 102,28      100,00      97,72      100,00      2,28      
E/50 100,38      101,19      84,55      95,37      9,38      
E/25 82,09      76,25      78,37      78,90      2,96      
E/10 9,67      5,92      -3,38      4,07      6,72      
E/5 1,42      3,57      1,09      2,03      1,35      
